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La transformation génétique, un outil
pour l'analyse fonctionnelle du génome du riz
E n ce de´but de sie`cle, le riz setrouve a` la croise´e d’enjeuxsocio-e´conomiques et cognitifs
conside´rables. D’une part, on estime
que la production actuelle de 600 mil-
lions de tonnes sur 150 millions
d’hectares doit augmenter de 50 %
d’ici 2030 pour satisfaire la demande
croissante tout en s’ajustant a` un
contexte de terres arables non exten-
sibles, de re´duction des intrants
et d’instabilite´ climatique accrue
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Malgoire F, Courtois B, Verdeil JL, Gantet P, Guiderdoni E, 2013. La transformation génétique, un
outil pour l'analyse fonctionnelle du génome du riz. Cah Agric 22 : 484-93. doi : 10.1684/
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Résumé
Le riz (Oryza sativa L.) a le double statut de ce´re´ale la plus consomme´e par l’homme et
d’espe`ce mode`le pour les monocotyle´dones. E´lucider la fonction des ge`nes sous-tendant
les principaux caracte`res d’inte´reˆt agronomique chez cette plante contribuerait donc a`
acce´le´rer non seulement l’ame´lioration varie´tale du riz mais aussi celle des autres ce´re´ales.
La transformation ge´ne´tique est un outil permettant d’acce´le´rer la de´couverte de la
fonction des ge`nes et l’innovation varie´tale. La premie`re plante transge´nique de riz a e´te´
obtenue de`s 1988, et, depuis, les technologies ont re´gulie`rement e´volue´ vers plus
d’efficacite´ et de pre´cision. Nous pre´sentons ici les grandes e´tapes de l’e´volution de ces
techniques, ainsi que leurs applications pour l’analyse fonctionnelle des ge`nes. En
particulier, les perspectives ouvertes par de nouveaux sauts technologiques en cours, qui
permettent a` pre´sent une modification cible´e des ge´nomes sans introduction d’acide
de´soxyribonucle´ique (ADN) superflu, seront illustre´es et discute´es.
Mots cle´s : ame´lioration ge´ne´tique ; expression des ge`nes ; fonction physiologique ;
ge´nomique ; riz ; transge´ne`se.
The`mes : ame´lioration ge´ne´tique ; me´thodes et outils ; productions ve´ge´tales.
Abstract
Gene transfer: A tool for the functional analysis of the rice genome
Rice (Oryza sativa L.) has the dual status of being amodel grass species and themain cereal
for human consumption. Elucidating the function of genes underlying agronomic traits in
the first model crop will contribute to hastening plant breeding not only in rice but also in
other cereals. Gene transfer is a tool that has the potential to accelerate both discovery and
innovation. The first transgenic rice plant was produced in 1988, and the technologies have
since then improved towards more efficiency and precision. We here present the main
milestones in the evolution of the technologies and their applications for the functional
analysis of rice genes. In particular, we show the prospects opened by on-going
technological breakthroughs that include the targeted modification of genomes without
integration of superfluous DNA.
Key words: breeding; gene expression; gene transfer; genomics; physiological functions;
rice.
Subjects: genetic improvement; tools and methods; vegetal productions.
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Synthèse
(GRiSP, 2010) ; on attend de l’ame´lio-
ration varie´tale du riz qu’elle permette,
aux coˆte´s de l’ame´lioration des itine´-
raires techniques et de la lutte inte´gre´e
contre les pathoge`nes et ravageurs, de
nouveaux gains de productivite´ (re´sis-
tance accrue aux maladies et insectes,
tole´rance aux contraintes abiotiques
de l’environnement, ame´lioration de
la qualite´ culinaire et gustative du
grain et augmentation du potentiel de
rendement). D’autre part, cette espe`ce
est la plante mode`le de la recherche
acade´mique pour l’e´lucidation de la
fonction de ge`nes d’inte´reˆt agrono-
mique des ce´re´ales d’ici 2020 (Zhang
et al., 2008). Le riz est la premie`re
plante cultive´e dont le ge´nome a e´te´
entie`rement se´quence´, permettant de
pre´dire la pre´sence d’environ 38 000
ge`nes (zones chromosomiques consi-
de´re´es comme dote´es d’une fonction
sur la base de leur se´quence) dont il
faut a` pre´sent de´terminer la fonction.
Outil introduit en 1988 chez le riz, la
transformation ge´ne´tique peut per-
mettre de contribuer a` relever ces
deux de´fis en acce´le´rant l’acquisition
de connaissances sur le fonctionne-
ment des ge`nes et du ge´nome, et en
permettant d’atteindre des objectifs de
se´lection difficiles a` re´aliser par les
me´thodes conventionnelles.
Historique et état
des technologies
La transformation ge´ne´tique chez le riz
comme chez les autres espe`ces de
plantes repose d’abord sur une
me´thode efficace d’introduction
d’ADN exoge`ne dans le ge´nome du
noyau ou des organites (par exemple,
les chloroplastes) d’une cellule
capable de se diviser jusqu’a` former
une plante entie`re. L’inte´gration stable
de l’ADN dans le ge´nome nucle´aire
e´tant un e´ve´nement peu fre´quent qui
se re´alise a` la faveur d’une cassure de
la mole´cule d’ADN receveuse, la
discrimination de la cellule transfor-
me´e parmi les cellules non transfor-
me´es (ge´ne´ralement cultive´es in vitro)
est ne´cessaire via des e´tapes successi-
ves de se´lection. Il est ainsi toujours
ne´cessaire d’introduire simultane´-
ment, en plus du ge`ne d’inte´reˆt, un
ge`ne dont l’expression va permettre la
se´lection des cellules transforme´es (dit
ge`ne se´lectionnable). Ces deux ge`nes
peuvent eˆtre porte´s par un ou deux
vecteurs de transformation encore
appele´s plasmides (figure 1).
Méthodes d'introduction
de l'ADN
Lesme´thodespermettant l’introduction
d’ADN dans la cellule reposent sur
l’action d’un agent chimique (poly-
e´thyle`ne glycol) ou physique (e´lectro-
poration) applique´e a` des cellules
de´barrasse´es de leur paroi pecto-cel-
lulosique, de moyens me´caniques
(bombardement de microprojectiles,
aiguilles de silicone. . .) ou encore sur
l’action biologique (transfert de l’ADN
de transfert, ADN-T) d’un plasmide
modifie´ porte´ par la bacte´rie Agrobac-
terium tumefaciens) (figure 2). Le
support ve´ge´tal pour ces deux dernie`-
res me´thodes est constitue´ par des
organes excise´s ou des cultures de
tissus (cals) issues de ces organes. La
transformation par coculture de cals
issus du scutellum d’embryon zygo-
tique avec Agrobacterium est aujour-
d’hui la me´thode la plus re´pandue. Elle
permet d’obtenir de fac¸on re´gulie`re un
grand nombre d’e´ve´nements de trans-
formationdont unemajorite´ exprime le
transge`ne inte´gre´ : 5 a` 10 plantes
transforme´es inde´pendantes sont ainsi
obtenues a` partir d’un seul fragment de
cal cocultive´, sauf dans le cas des
varie´te´s dites « re´calcitrantes ». Le cycle
inoculation des cals-re´colte des grains
transforme´s dure de 4 a` 6 mois.
Sélection des cellules
transformées
Le produit du ge`ne se´lectionnable
transfe´re´ avec le ge`ne d’inte´reˆt va
ge´ne´ralement permettre de de´toxifier
un compose´ ajoute´ au milieu de
culturemais peut e´galement permettre
d’assimiler un substrat particulier
(Joersbo et al., 2003 ; Lucca et al.,
2001). Les ge`nes se´lectionnables ayant
une fonction de de´toxification utilise´s
chez le riz sont les ge`nes hptII
(hygromycin phosphotransferase) et
nptII (neomycin phosphotransferase)
confe´rant respectivement une re´sis-
tance a` l’hygromycine et a` la kanamy-
cine. Le ge`ne bar (aussi appele´ pat –
phosphinothricine acetyl transferase)
confe`re une tole´rance a` l’herbicide
glufosinate. Cet herbicide est peu
efficace pour discriminer les ligne´es
cellulaires transforme´es a` partir de cals
alors qu’il a e´te´ utilise´ avec succe`s
pour la se´lection de protoplastes
transforme´s ou de cellules de scutel-
lum d’embryons bombarde´s.
Un promoteur du ge`ne de l’ADN
ribosomal 35S du virus de la mosaı¨que
du chou-fleur (CaMV) est souvent
utilise´ pour controˆler l’expression du
ge`ne se´lectionnable tandis que des
promoteurs plus efficaces, comme
celui du ge`ne codant pour l’ubiqui-
tine 1 du maı¨s, sont ge´ne´ralement
utilise´s pour assurer l’expression cons-
titutive du ge`ne d’inte´reˆt. Le ge`ne
d’inte´reˆt et le ge`ne se´lectionnable sont
en ge´ne´ral porte´s par une meˆme
mole´cule d’ADN et vont donc s’inte´-
grer ensemble dans le ge´nome hoˆte. Il
est possible cependant, par « double
transformation » utilisant l’Agrobacte-
rium (figure 3), d’introduire les deux
ge`nes de manie`re inde´pendante et
d’obtenir leur inte´gration dans deux
sites distincts du ge´nome hoˆte. Le
ge`ne se´lectionnable peut ensuite eˆtre
e´limine´ par simple se´gre´gation ge´ne´-
tique dans la descendance de la plante
transforme´e (figure 4).
Néoformation de plantes
transformées
Il existe une grande diversite´ d’aptitude
a` la transformation entre les varie´te´s de
riz, qui de´pend de l’aptitude de leurs
tissus a` eˆtre cultive´s in vitro. Les varie´te´s
de riz du groupe japonica montrent
ge´ne´ralement une bonne aptitude a`
former des cals embryoge`nes, mais ces
cals ont une capacite´ variable a` re´ge´-
ne´rer des plantes entie`res. Les varie´te´s
du groupe indica forment ge´ne´rale-
ment des cals qui tendent a` ge´ne´rer
directement des embryons plutoˆt qu’a`
demeurer a` l’e´tat de prolife´rations de
cellules embryoge`nes non diffe´ren-
cie´es. Si ce comportement est un
avantage pour la ne´oformation finale
de plantes, il s’ave`re de´savantageux lors
de la coculture avec Agrobacterium en
conduisant a` des re´actions de ne´crose.
Au-dela` de ces diffe´rences d’aptitude,
la culture in vitro peut eˆtre source de
modifications e´pige´ne´tiques (par
exemple, me´thylation des se´quences
ou des histones) et ge´ne´tiques (de´le´-
tion, mutation ponctuelle, ou insertion
d’e´le´ment transposables) du ge´nome,
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e´le´ments conduisant a` des phe´notypes
inde´sirables dans la descendance des
plantes re´ge´ne´re´es. Il est donc important
de faire la diffe´rence entre les modifica-
tions lie´es a` l’expression du transge`ne et
celles qui sont induites par la culture in
vitro. Le rese´quenc¸age de plantes re´ge´-
ne´re´es chez le riz amontre´ que lamajorite´
desmodifications correspondent a` l’accu-
mulation de mutations ponctuelles
(Miyao Akio et al., 2012). Des efforts
ont donc e´te´ faits pour raccourcir les
phases de culture in vitro (Toki et al.,
2006) ou pour ope´rer une transformation
sansculture invitro (c’est-a`-dire inplanta)
(Supartana et al., 2005).
Intégration des transgènes
L’inte´gration de l’ADN-T dans le
ge´nome nucle´aire des plantes a` fleur
se fait de manie`re ale´atoire aussi bien
en termes de nombre de copies
inte´gre´es que de site d’inte´gration. A`
ce jour, les me´thodes de pilotage par
homologie de se´quence entre l’ADN
introduit et le site receveur, sont
maıˆtrise´es seulement pour le ge´nome
des organites, d’origine procaryote. La
transformation par Agrobacterium
conduit a` l’inte´gration d’en moyenne
2,5copiesde l’ADN-T a` 1,5 sitediffe´rent
(figure 3). Le de´veloppement et la
caracte´risation de larges collections de
ligne´es d’insertion ADN-T chez le riz
ont permis d’avoir une ide´e plus
pre´cise de l’inte´gration et de l’organisa-
tion de l’ADN-T dans le ge´nome (An
et al., 2003 ; Sallaud et al., 2004 ; Hsing
et al., 2006 ; Zhang J. et al., 2006). La
localisation chromosomique de ces
inserts a une distribution ale´atoire, avec
toutefois une tendance a` s’inse´rer pre´-
fe´rentiellement sur les chromosomes 1, 2
et 3 qui sont e´galement les plus longs et
posse`dent les plus fortes densite´s de
ge`nes. Les ADN-T se retrouvent pre´-
fe´rentiellement dans les re´gions subte´lo-
me´riques et euchromatiques, plus riches
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Figure 1. Vecteurs de transformation : cas de la transformation directe (flèche A) et de la transformation biologique par Agrobacterium (flèche B).
Figure 1. Transformation vectors for direct transformation (A arrow) and Agrobacterium-mediated biological transformation (B arrow).
A. Les cassettes portant les gènes d'interêt (GI) et de selection (GS) sont inserees ensemble ou separement dans un ou des plasmides (molecules d'ADN circulaire) bacteriens pour les
multiplier dans la bacterie E. Coli. GSB : gène de selection bacterien ; (ori rouge) : origine de replication dans E. coli. Les plasmides sont puriﬁes, les cassettes isolees à l'aide
d'enzymes de restriction et deposees sur les microprojectiles qui vont être introduits dans le noyau de cellules vegetales en culture.
B. Origine de replication (ori bleue) et bordures droites (BD) et gauche (BG) de l'ADN transfere (ADN-T) parAgrobacterium. Le plasmide est introduit dans une souche d'Agrobacterium
portant un plasmide Ti desarme permettant la coupure puis le transfert de l'ADN-T dans la cellule vegetale. Un plasmide porteur de plusieurs ADN-T ou plusieurs plasmides porteurs
d'un ADN-T different peuvent être introduits dans Agrobacterium, notamment pour l'elimination du gène de selection par segregation à la generation suivante (voir ﬁgure 4).
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en ge`nes, par rapport aux re´gions
centrome´riques et he´te´rochromatiques.
Les fre´quences d’insertion sont similaires
entre re´gions ge´niques et interge´niques,
plus faibles dans les re´gions contenant
des se´quences re´pe´te´es. A` l’e´chelle des
ge`nes, une fre´quence plus e´leve´e d’inte´-
gration est observe´e autour du codon de
de´but de traduction (ATG) et du codon
de fin de traduction (TGA).
Amélioration des méthodes
La persistance dans le ge´nome de la
plante receveuse et de sa descendance
d’un ge`ne se´lectionnable ou d’autres
se´quences superflues peut eˆtre e´vite´
par la mise en oeuvre de diffe´rentes
strate´gies (figure 4). Un autre de´fi est
d’obtenir l‘inte´gration du transge`ne a`
un endroit pre´de´fini du ge´nome. Cette
inte´gration cible´e permettrait de
s’affranchir des variations qualitatives
et quantitatives d’expression des trans-
ge`nes lie´es au site d’inte´gration
comme d’e´viter d’interrompre un ge`ne
utile. Le de´veloppement re´cent de
nucle´ases lie´es a` des domaines de
reconnaissance spe´cifiques d’ADN
ouvre la possibilite´ de catalyser l’inser-
tion du transge`ne par cre´ation d’une
cassure du double brin d’ADN a` haute
fre´quence a` un endroit pre´cis du
ge´nome (D’halluin et al., 2008 ;
Zhang Feng et al., 2010 ; Cermak
et al., 2012) (voir ci-apre`s).
Un outil
pour l'analyse
fonctionnelle
du génome
La compre´hension de la fonction d’un
ge`ne repose en grande partie sur
l’e´tude du phe´notype de plantes chez
lesquelles ce ge`ne est inactive´ ou au
contraire surexprime´. Des informa-
tions importantes peuvent e´galement
eˆtre retire´es de la localisation tissulaire
ou subcellulaire du produit du ge`ne
e´tudie´ et de son interaction avec les
Grains
matures
Induction
des cals primaires 
Croissance
des unités
embryogènes  
Décontamination
et sélection
des lignées
résistantes
Développement
des lignées
résistantesMaturationdes lignées résistantes 
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Figure 2. Transformation de culture de tissus de riz par coculture avec la bactérie Agrobacterium tumefaciens.
Figure 2. Transformation of rice tissue cultures through co-cultivation with a bacterial suspension of Agrobacterium tumefaciens.
Un cal primaire est induit à partir du scutellumde l'embryon du grainmature et va produire des embryons somatiques globulaires ou cals secondaires. Ces derniers sont immerges dans
une suspension d'Agrobacterium. Les cals sont ensuite incubes pendant 3 jours sur un milieu de coculture solide, avant leur transfert sur un milieu permettant la decontamination
d'Agrobacterium et la selection des cellules transformees ayant integre et exprimant les gènes portes par l'ADN-T. Les lignees cellulaires transformees resistantes (ici visualisees par
le cotransfert du gène de la proteine de ﬂuorescence verte (GFP) vont se developper en cal puis regenerer des plantes. Après une phase de croissance en tube, les plantes regenerees
(T0) seront transferees en serre jusqu'à la formation de grains T1.
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produits d’autres ge`nes. La transfor-
mation ge´ne´tique permet d’appuyer
ces approches ou les rend possibles.
Inactivation aléatoire
ou ciblée de gènes
L’inactivation de ge`nes peut eˆtre
re´alise´e graˆce a` l’obtention de larges
collections de mutants d’insertion. La
mutagene`se insertionnelle repose sur
l’inte´gration au hasard dans le ge´nome
d’une se´quence d’ADN connue. Cette
se´quence peut eˆtre un e´le´ment trans-
posable fonctionnel chez une autre
espe`ce, par exemple les transposons
Ac/Ds (Chin et al., 1999) ou En/Spm
(Kumar et al., 2005) du maı¨s et
introduit chez le riz par transgene`se
ou, comme nous l’avons mentionne´
plus haut, l’ADN-T lui-meˆme (Jeon
et al., 2000). Des e´le´ments mobiles
endoge`nes comme certains re´troe´le´-
ments activables par la culture in vitro
(cas de l’e´le´ment Tos17 chez le riz
[Miyao et al., 2003]) peuvent e´gale-
ment eˆtre mis a` profit pour cre´er des
collections de mutants sans avoir
besoin d’introduire un ADN e´tranger
dans le ge´nome. En de´veloppant
des collections de plusieurs dizaines,
voire centaines, de milliers de plantes
contenant chacune une ou plusieurs
insertions, on peut s’attendre a` ce que
chaque ge`ne ait e´te´ interrompu au
moins une fois dans la collection.
Lorsque le mutage`ne s’inte`gre dans un
ge`ne et interrompt sa se´quence, il va
en alte´rer la transcription de fac¸on
comple`te ou partielle. En plus de cre´er
une interruption de la se´quence, les
transge`nes peuvent conduire a` la
de´tection de ge`nes s’ils sont e´quipe´s
de syste`me rapporteur : ge`ne de la
b-glucuronidase (GUS) ou de la pro-
te´ine de fluorescence verte (GFP) dont
l’expression dans les cellules trans-
forme´es peut eˆtre de´tecte´e par colo-
rime´trie. Dans ces cas, les transge`nes
sont appele´s pie`ge a` ge`ne (gene trap),
a` promoteur (promoter trap) ou a`
activateur (enhancer trap). Si le trans-
ge`ne s’inse`re dans un ge`ne ou a`
proximite´ d’un ge`ne, le ge`ne rappor-
teur pourra eˆtre active´ de fac¸on
dominante dans les tissus ou` le ge`ne
endoge`ne est naturellement exprime´.
La se´quence du transge`ne e´tant
connue, l’identification d’une inser-
tion dans un ge`ne pre´cis au sein de
la collection peut eˆtre re´alise´e par
amplification PCR (polymerase chain
reaction/re´action en chaıˆne par poly-
me´rase) des se´quences bordant l’ADN
inse´re´ au sein de pools d’ADN des
plantes receveuses. Cependant, dans
la plupart des cas, cette recherche se
fait de fac¸on informatique apre`s
se´quenc¸age syste´matique des bordu-
res des sites d’inte´gration du transge`ne
(Krishnan et al., 2009). Les collections
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Figure 3. Analyse moléculaire de plantes transformées par Agrobacterium.
Figure 3. Molecular characterization of plants transformed by Agrobacterium.
L'ADN des plantes T0 (ou transformants primaires) est isole à partir des feuilles puis soumis à un traitement de digestion par une enzyme de restriction qui coupe le genome de la
plante en fragments, notamment aumilieu de l'ADN-T integre (ﬂèche) (A). Les fragments d'ADN ainsi produits sont hybrides avec une sondemoleculaire marquee speciﬁque du gène
d'interêt (GI), du gène de selection (GS) et du plasmide (plasmide) bacterien (B). La presence d'une bande signal correspond en general à une copie de l'ADN-T integre. Les plantes
presentant une ou deux copies integrees et ne presentant pas de sequence plasmidique sont conservees. Le nombre de copies est en moyenne de 2,5 (C). Les plantes ayant une ou
deux copies une chance plus importante de ne pas avoir integre de sequences du plasmide bacterien (D).
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Figure 4. Stratégies pour éliminer le gène de sélection (à droite de haut en bas, les flèches représentent les molécules transférées et intégrées).
Figure 4. Strategies followed for eliminating the selectable marker gene (arrows represent the transferred molecules).
(A) ADN-T à double bordure droite (Lu et al., 2001) . (B) ADN-T à double bordure gauche. (C) ADN-T à gène de selection borde par des sites reconnus par une recombinase (Cre/lox
(Sreekala et al., 2005) ou R/RS (Endo et al., 2002)) ou une transposase Ac promouvant l'excision sans reintegration du gène de selection. (D) ADN-T à gène d'interêt borde par des
sites reconnus par une transposaseAc permettant l'excision et la reintegration du gène d'interêt à un locus non lie (Cotsaftis et al., 2002). (E) utilisation de deux ADN-T portes par un
seul plasmide (Breitler et al., 2004 ; Komari et al., 1996), ou deux plasmides differents (systèmes pGreen/pSoup (Vain et al., 2003) et leur ameliorations recentes de la serie pCLEAN
(Thole et al., 2007). À gauche, integration souhaitee des ADN-T sur deux chromosomes differents de la plante transformee regeneree (T0) permettant l'identiﬁcation dans sa
descendance de plantes (T1) porteuses du gène d'interêt à l'etat homozygote depourvues de gène de selection.
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actuellement disponibles, produites en
Chine, Core´e, Japon, France et E´tats-
Unis, comprennent plus de 500 000
ligne´es repre´sentant 240 000 insertions
dont la position ge´nomique est connue.
On estime que 70 % des 38 000 ge`nes
pre´dits du riz ont e´te´ interrompus au
moins une fois par les inserts caracte´-
rise´s dans ces collections.
L’inactivation cible´e d’un ge`ne repose
sur une insertion conduite par une
homologie de se´quence entre la
se´quence cible et l’ADN introduit et
se re´alise a` la faveur d’une cassure
naturelle de l’ADN re´pare´e par la voie
dite de recombinaison homologue
(RH). Ce type d’e´ve´nement survient
cependant a` une fre´quence tre`s faible
(1 pour 10 000 a` 1 pour 100 000
e´ve´nements d’inte´gration) chez les
plantes a` fleur comme le riz
(figure 5). L’augmentation de cette
fre´quence fait l’objet d’intenses
recherches : une ame´lioration a e´te´
d’abord obtenue par l’utilisation de
larges se´quences d’homologies (plu-
sieurs milliers de paires de bases) sur
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Figure 5. Réparation de l'ADN par recombinaison homologue (gauche) et application à l'intégration ciblée d'un transgène (droite).
Figure 5. Homologous recombination-mediated DNA repair (left) and application for targeted transgene integration (right).
À gauche : la molecule d'ADN cassee est representee en bleu fonce et la matrice homologue en bleu clair. (A) Une cassure de l'ADN double brin survient. (B) Des exonucleases
digèrent les extremites 5' de la molecule. (C) Les extremites 3' sortantes vont être utilisees comme amorces pour la synthèse d'ADN à partir d'une matrice homologue, comme un
chromosome homologue ou une chromatide sœur ou encore toute sequence d'ADN disponible presentant une homologie. (D) Des jonctions de Holliday (boîtes rouges) se forment et
sont resolues soit (E) par conversion genique où les deux molecules d'ADN conservent leurs regions adjacentes ou (F) par crossing-over où elles procèdent à leur echange. Aucune
information genetique n'est perdue durant ce processus.
À droite : legendes identiques, mis à part que la molecule d'ADN matrice est introduite par transformation genetique et contient la sequence à substituer ou à integrer en plus (cas
presente ici en vert clair) ﬂanquee de regions homologues (bleu clair). La molecule d'ADN resultante possède une sequence identique à la molecule de depart avec ici representee
l'integration du transgène.
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l’ADN introduit, elles-meˆmes enca-
dre´es de ge`nes « tueurs » dont l’expres-
sion contre-se´lectionne les e´ve´nements
d’inte´gration ale´atoire. Des fre´quences
de ciblage ge´nique de 1 a` 2 % parmi les
e´ve´nements ayant e´chappe´ a` la contre-
se´lection, ont e´te´ obtenues dans des
expe´rimentations ciblant les ge`nes
waxy et adh1 (Terada et al., 2002 ;
Iida et Terada, 2005). Cette technique
demande cependant une me´thode de
transformation tre`s efficace, puisqu’il
faut dimensionner l’expe´rimentation
pour une production potentielle de
plusieurs milliers d’e´ve´nements de
transformation, et n’est donc pas appli-
que´e de fac¸on routinie`re. Une autre
voie de recherche vise donc a` aug-
menter la fre´quence de RH par mani-
pulation de la machinerie de prote´ines
de recombinaison, favorisant celles qui
sont implique´es dans le me´canisme
naturel de re´paration de l’ADN ge´no-
miquepar recherched’homologie.Une
voie comple´mentaire est la cre´ation
avec une haute fre´quence d’une cas-
sure de l’ADN au site cible´ (utilisation
de nucle´ases lie´es a` des domaines
spe´cifiques de fixation a` une se´quence
pre´cise de l’ADN ge´nomique). Re´cem-
ment, l’utilisation de se´quences Trans-
cription Activator Like Effectors (TALE)
couple´es a` la nucle´ase Fok1 a permis
de cre´er avec une forte fre´quence
(plusieurs dizaines de pour-cent) une
mutation dans le ge`ne Os11N3,
implique´ dans la re´ponse du riz a`
l’infection par Xanthomonas (Li et al.,
2012). Cette dernie`re approche semble
cette fois utilisable sans disposer de
me´thodes de transformation perfor-
mante. De plus, les deux alle`les du
ge`ne peuvent eˆtre mute´s simultane´-
ment, permettant l’obtention de plan-
tes homozygotes pour la mutation de`s
la ge´ne´ration T0.
Les me´thodes d’inactivation posttran-
scriptionnelle sont, elles, base´es sur le
me´canisme d’interfe´rence de l’ARN (ou
RNAi) existant naturellement chez les
eucaryotes. Il s’agit deproduire unARN
dit interfe´rent comple´mentaire d’une
re´gion plus ou moins importante de
l’ARN messager (ARNm) cible, condui-
sant a` la de´gradation de celui-ci et de ce
fait a` l’inhibition de l’accumulation de
la prote´ine correspondante. Diffe´rents
types de constructions de transge`ne
contenant la totalite´ ou une partie de la
se´quence codante cible´e peuvent eˆtre
utilise´s pour induire cette de´gradation
(Wesley et al., 2001 ; Warthmann et al.,
2008) (figure 6). Leur efficacite´ de´pend
souvent de l’ARN messager cible´. Avec
ces me´thodes, il est possible de cre´er
une population de plantes pre´sentant
une gamme de niveaux d’inactivation
de l’ARNm cible et d’alte´ration du
phe´notype associe´. Cette inactivation
Promoteur T
Promoteur T
B
A
Structure
de l’ARN transcrit
Conséquence
sur l’abondance
des transcrits du gène
endogène (rouge)
ARN antisens
Surexpression
Promoteur T
D
miARN miARN *
MicroARN artificiel
Intron 
Promoteur T
C ARN en épingle à cheveu
Figure 6. Construits de surexpression (A) et d'inactivation (B-D) de l'expression de gènes.
Figure 6. Transformation vectors for over expression (A) or inactivation (B-D) of gene expression.
(A) Le gène d'interêt est place sous le contrôle d'un promoteur constitutif, inductible ou tissu speciﬁque. (B) Le gène etudie est surexprime en orientation inverse creant un ARN
complementaire à l'ARN du gène d'etude et provoquant la degradation de l'ARN double brin forme par la cellule. (C) Des sequences speciﬁques au gène etudie de 300-500 pb sont
placees en orientation inverse de part et d'autre d'un intron creant un ARN en epingle à cheveu (hairpin), provoquant la degradation de l'ARN double brin forme et des sequences
presentant une homologie avec les petits ARN produits de cette degradation. (D) : microARN artiﬁciel ; deux sequences de 21 nucleotides (nt), predites comme ciblant
speciﬁquement le gène etudie et complementaires l'une avec l'autre (à un nucleotide près) sont inserees aux positions correspondantes d'un microARN naturel sur la sequence du
precurseur de cemicroARN, connu pour être efﬁcacement clive dans le genome du riz. Le precurseur demicroARN àmaturite va liberer un petit ARN double brin de 21 nt qui va cibler
très speciﬁquement la degradation des transcrits du gène d'etude.
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partielle peut eˆtre utile pour l’e´tude de
ge`nes dont l’absence d’expression est
le´tale, comme par exemple des ge`nes
cle´s de la reproduction.
Surexpression constitutive,
tissu spéciﬁque ou inductible
La surexpression d’un ge`ne est obte-
nue en le plac¸ant sous le controˆle
d’une se´quence re´gulatrice qui per-
met sa transcription a` un niveau e´leve´
dans tous les organes ou a` tous les
stades de de´veloppement (promoteur
dit constitutif : ubiquitine 1 du maı¨s
(Christensen et al., 1992), CsVMV du
virus de la mosaı¨que du manioc
(Verdaguer et al., 1998) et gos2 du
riz (De Pater et al., 1992)) (figure 6).
Des collections de ligne´es surexpri-
mant constitutivement les ADNc
d’Arabidopsis ou du riz ont e´te´ cre´e´es
syste´matiquement par la recherche
publique au Japon (Nakamura et al.,
2007) et par la socie´te´ Crop Design
(filiale de BASF). Lesmutants « gain de
fonction » constitutifs ainsi obtenus,
pre´sentent un phe´notype correspon-
dant a` une expression exage´re´e du
ge`ne e´tudie´.
L’expression constitutive de certains
ge`nes pouvant eˆtre le´tale, notamment
lors des divisions in vitro des cellules
transforme´es, il peut s’ave´rer ne´ces-
saire d’utiliser un promoteur spe´ci-
fique d’un organe ou d’un tissu ou
inductible par un stimulus externe
physique ou chimique. De meˆme, on
aura avantage a` placer un ge`ne de
re´ponse a` un stress sous le controˆle
d’un promoteur dont l’activite´ est
de´clenche´e par l’apparition du stress
cible. Plus ge´ne´ralement, il peut eˆtre
utile de de´velopper des collections de
mutants ale´atoires portant un ADN-T
ou un e´le´ment Ds activant l’expres-
sion des ge`nes voisins et permettant
ainsi un gain plutoˆt qu’une perte de
fonction. Ce type de construction
permet de plus la surexpression du
ge`ne a` proximite´ sans modifier le
profil spatio-temporel naturel de son
expression (Jeong et al., 2002).
Localisation tissulaire
et subcellulaire
L’e´tude de la re´gion re´gulatrice d’un
ge`ne peut eˆtre re´alise´e en associant la
se´quence de la re´gion promotrice du
ge`ne (en ge´ne´ral 1 000-2 000 paires
de base en amont du site d’initiation
de la traduction) a` celle d’un ge`ne
rapporteur (GUS ou GFP) et en
transfe´rant cette construction dans
des plantes transge´niques. De tre`s
nombreuses re´gions re´gulatrices de
ge`nes ont e´te´ disse´que´es fonctionnel-
lement de cette fac¸on. Il est aussi
possible d’e´tudier la compartimenta-
tion cellulaire des produits d’un ge`ne
(adressage nucle´aire, re´ticulum, orga-
nites, membrane cytoplasmique ou
tonoplasmique) en faisant s’accumu-
ler dans la plante de fac¸on constitutive
une prote´ine hybride entre la prote´ine
d’inte´reˆt et une prote´ine rapportrice
de type GFP dont la de´tection rensei-
gnera sur la localisation de la prote´ine
d’inte´reˆt. Ces me´thodes sont suscepti-
bles d’apporter une information sup-
ple´mentaire sur la fonction des ge`nes.
Conclusion
et perspectives
Une revue re´cente a indique´ que la
fonction de plus de 600 ge`nes du riz a
de´ja` e´te´ valide´e ou de´termine´e par les
me´thodes d’analyse fonctionnelle, fai-
sant largement appel auxme´thodes de
transformation ge´ne´tique que nous
venons de pre´senter (Jiang et al.,
2011). Parmi ces ge`nes figurent aussi
ceux issus du clonage positionnel de
loci a` effet quantitatif (QTL, quanti-
tative trait locus) localise´s par carto-
graphie ge´ne´tique ou d’association. La
fonction de ces ge`nes, controˆlant
parfois des caracte`res d’inte´reˆt agro-
nomique (productivite´, re´sistance aux
maladies et tole´rance aux contraintes
abiotiques) a e´te´ valide´e en introdui-
sant, par transformation ge´ne´tique,
leur alle`le favorable chez une varie´te´
qui en e´tait de´pourvue.
Le de´fi me´thodologique majeur est
aujourd’hui la maıˆtrise de la conver-
sion alle´lique in situ, c’est-a`-dire la
modification dirige´e (par substitution,
addition ou de´le´tion) dans la
se´quence du ge`ne cible des bases a`
effet de´favorables par des bases
conduisant a` un effet favorable, sans
introduction d’autre se´quence exo-
ge`ne et en pre´servant le contexte
ge´nique. Une telle me´thode permet-
trait d’e´carter les risques d’introduc-
tion de caracte`res de´favorables et
d’acce´der a` une plus large gamme
de variabilite´ du caracte`re cible. Les
technologies base´es sur des nucle´ases
fusionne´es a` des domaines de recon-
naissance spe´cifique a` l’ADN couple´es
a` une maıˆtrise du processus de
recombinaison homologue ouvrent
la voie pour re´aliser une telle chirurgie
ge´nique. Les conversions a` ope´rer
pourront eˆtre inspire´es par la variabi-
lite´ existante du vivant qui est le fruit
d’une longue adaptation e´volutive. La
conversion alle´lique pourra aussi
contribuer a` l’accumulation plus
rapide d’alle`les favorables des ge`nes
d’inte´reˆt agronomique, principal
objectif des programmes d’ame´liora-
tion ge´ne´tique du riz. &
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